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論 文 内 容 要 旨
昆 虫 変態 活性 物 質(昆 虫 脱 皮 ホ ルモ ン)は1954年 カ イ コの 蠕 か ら初 め て 単離 され て 以来,
節足 動 物 か ら も若 干 種 分 離 され て い た 。1966年 に な って,中 西 らは トガ リバ マ キ か ら同 様 活
性 を 有 す るponasteroneA,Bお よ びCを,ま た竹 本 ら は ヒナ タ イ ノコ ズ チか らinokoster-
oneお よび`ecdysteroneを 分 離 して植 物 界 に も この 種 の 活 性物 質 が存 在 す る事 実 をつ き とめ たの
を機 に,諸 多 の 植 物 が検 索 され,こ れ までC27,028お よびC2gの 昆 虫変 態 活 性 物 質 約50種 が
見 い 出さ れ,そ れ らの 化 学 構 造 が解 明 され て い る。
こ れ ら昆 虫 変 態 活 性 物 質 が 植 物 界 に広 く存 在 す る意 義 につ い て は,1)昆 虫 が彼 等 の 変 態 脱皮
・に利 用 して い る ,2>昆 虫 の 食 害 か ら植 物 体 を 守 るの に役 享 て て い る,3)植 物 自身 の ホル モ ン
と して 作用 す る,な ど とい った 見 方 が あ るが 当 否 は 決 し難 い 。
こ の よ うな状 勢 下 にあ る昆 虫 変態 活 牲 物 質 の植 物 体 内 で の生 成,化 学 調 節,お よび 生合 成 な ど
の研 究 が 近 時 勃 興 しつ つ あ る。
著 者 は これ ら昆 虫 変 態 活 性 物 質 を 含有 す る代表 的 な植 物 で あ るイ ノ コ ズ チ属 植 物 にお け る これ
ら活 性 物 質 の 産 生 およ び 生合 成 に関す る研 究 を企 画 して研 究 し,得 られ た知 見 につ いて のべ る。、
まず,イ ノ コズ チ 属植 物 を組 織 培 養 し,培 養 組 織 の昆 虫 変 態 活 性 物 質 の 生成,化 学調 節 を 検討
し,生 合 成 研究 に 利 用 す る こと を 目的 と して これ らの植 物 の カ ル ス培 養,根 の 培 養,植 物 体 へ の
再 分 化 に つ いて 研 究 を行 な った 。'その 詳 細 につ いて は第1章 で のべ る。
つ ぎに,昆 虫 変 態 活性 物 質 の生 合 成 を 研 究 す る こ とを 目的 と し,種 々の投 与 方法 を 用 いて コ レ
ステ ロ ール,メ バ ロ ン酸 を 投 与 し,ト レー サ ー実験 を 行 な っ た。 そ の 詳細 に つ い て は第2章 で の
べ る。
最 後 に,昆 虫 変 態 活 性 物 質 が植 物 の生 長 に伴 な い,量 的,質 的 に変 化 をす る か と い う点,そ れ
が生 合 成 と ど の よ う な 関わ りを もつ の か と い うこ と,さ ら にそ れ が植 物を 秋 に採 集 して 生薬 牛膝
を 製す るこ と との 関係 に興 味 を いだ き,ヒ ナ タ イ ノ コズ チ オc勿7α 撹 雇3ア ⑳ 悔 麗 にお け る発芽,
生 長 期 に お け る変 化,成 熟 個 体 の季 節 的 変 化 を ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ る定 量 法 を 用 いて検
討 した 。そ の 詳 細 に つ いて は 第3章 で の べ る。 ,一
まず,イ ノ コズ チ属植 物 の 組 織 培養 の 検 討 を 行 な った 。 は じめ に カ ル スの 培 養 条 件 を 検 討 した 。
カ ル ス の誘 導,増 殖,そ して 再 分 化 で あ る 。す な わ ち植 物 ホ ル モ ンと して2,4一 ジ ク ロ ロ フ ェ
ノキ シ酢 酸(2,4-D),イ ン ドール 酢 酸(IAA.),α 一ナ フ タ レ ン酢 酸(NAA),カ イネチ ン
(Kin),ジ ベ レ リン酸(GA)を,天 然抽 出物 と して コ コナ ッ トミル ク(CM),イ ース』トエ キ
ス(YE),カ ゼ イ ン加 水 分 解物(CH)を 用 い,基 本 培 地 にWhiteお よびMurashig-Skoog
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の 無 機 塩 培 地 を 用 い て 検 討 した 。 そ の 結 果,ヒ ナ タ イ ノ コ ズ チ,ヒ カ ゲ イ ノ コ ズ チ 濯.ブσP・卿 ・α,
ハ チ ジ ョ・ウ イ ノ コ ズ チ 濯・ブαpo疵oαvar・ んαoん`ブ06π3諏 ・ ム ラ サ キ イ ノ コ ズ チ 濯・勉 加oノ ω30α ・
シ マ イ ノ コ ズ チ オ.oゐ 協3ヴ ・♂`α で は2,4-Dlppm,G厳10%を 含 む 培 地 で,ヤ ナ ギ イ ノ コ
ズ チ4.♂ ・吻 げ ・`語 で は 『,4-D4bpm,CM10%を 含 む 培 鞄 で 最 も 良 い 誘 導 率 を 示 し た 。 カ
ル ス の 増 殖 に つ い て も 上 記 の 方 法 に 従 って 実 験 を 行 な い,ヒ ナ タ イ ノ コ ズ チ,ヒ カ ゲ イ ノ コ ズ チ,
ム ラ サ キ イ ノ コ ズ チ で は2,4-DIppmとKinlppm,CMIO%を,ヤ ナ ギ イ ノ コ ズ .チで は
2,4-D4ppm,Kinlppm,CM10%を 含 む 培 地 で そ れ ぞ れ最 も良 い 結 果 を得 た 。 ヒナ タ イ
ノ コズ チ か ら2,4-Dlppm, .CM10%を 含 む 培 地 で 誘導 し,セ,4-Dlppm,Kinlppm,
CM10%を 含 む 培 地 で 増殖(2代 継 代 培 養)さ せ た カル スを 用 い て再 分化 の 条 件 を検 討 し た と
ころ,Kinlppmあ るい はGA10ppmを 含 む 培 地 で 植 物 体 に再 分 化 させ る こ とがで き た。それ
らは まれ に抽嘉,開 花,'結 実 に 至 る まで 栽 培 す る こ とが で きた 。再 分 化 の 傾 向 は,葉 を 再 分 化 す
る よ り も根 を 再 分 化 す る傾 向 の 方 が 強 か っ た 。根 の 培 養 の 条 件 を 検討 した とこ ろ,IAAα1ppm
あ るい はNAAlppmで 根 の肥 大,生 長,根 毛 の 発 生 が 見 られ た 。 さ らにGAをIAAに0.1ppm,
NAAに10ppmを そ れ ぞ れ 加 え た場 合 に は作 用 発 現 が 早 くな る傾 向 を 示 した 。 これ らの培 養 組
織 の メタ ノール エキ スは いず れ も昆 虫 変 態 活 性 を 示 し,メ タ ノー ル エ キ スお よ び そ の ア セ チ ル化,
物 の 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー(TLC)の 挙 動 か:らも,inokosterone,ecdysteroneを 確 認 し
た 。 メチ ル エ チル ケ トンエ キ ス を トリメ チル シ リル 化 して ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー に付 して 定 量 、
を 行 な った と ころ,含 量 は カル スで は 正常 植 物 の約10分 の1～20分 の1,培 養 根 で ぽ約3分
の1ま で 低 下 して い た 。再 分 化 した植 物 体 で は正 常 植 物 と同 程 度 の含 量 が あ った 。 ま たinoko-
steroneとecdysteroneの 比 は 約1:2で 正 常値 の そ れ と同 じで あ?た 。 各 培 養 条 件 に.よる化
学調 節 は見 られ な か つた 。生 合 成 経 路 の 前駆 物 質 で あ る コ レステ ロー ル お よ びponasterQneA
を培 地 に加 え た場 合 に も,有 意 の差 は見 られ な'かった 。 これ らの こと か ら犀 虫 変 態 活 性 物 質 は脱
分化 され た組 織 で も生合 成 さ れ るこ と が証 明 され,そ あ 生合 成 能 は脱 分 化 に よ って 一亘 低 下 す る
が,再 分 化 に よ って 回 復 す るこ と,培 養 条 件 に よ るイヒ学 調 節 を受 け な い こ とが 明 らか に され た。
昆 虫変 態 活 性 物 質 が コ レステ ロー ル お よ び メバ ロ ン酸 か ら生合 成 さ れ るこ とは他 の植 物 で 証 明
され て い るが,ま ず イ ノ コズ チ 属植 物 で もそれ らの 点 を 解 明 す べ く実験 を 行 な った 。 まず ヒ ナタ
イ ノ コズ チ を用 いて 〔4-14C〕 コ レ ステ ロー ル を根 へ の 木 綿 糸 法,注 入珠,根 との振 盈 法,幼 植
物全 草 との振 盈 法,カ ル ス(シ マ イ ノ コズ チ)の 投 与 な どの 方 法 に よ り投 与 した が幼 植 物 全 草 と
の 振盤 法 の場 合 にだ け 取 り込 み実 験 に成 功 し た 。す なわ ち 〔4」4C〕 コ レステ ロ「ル(3.7×107dpm)
を 発 芽 後1ケ 月 目の 植 物 に投 与 し,メ タ ノー ル エ キ ス(1.5×107dpm)を シ リカゲ ル ク ロマ トグ 「
ラフ ィーに付 して 得 られ た 孟nokost¢roneとecdysteroneの 混合 画 分(1.7×105dpm)を ア セ
チル 化 し,ア セ テ ー ト混 合 画 分(1.7×105dp血)か らinokosteronetetraacetate画 分(4.3×
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104dpm)お よ びecdysteronetriacetate画.分(7.9×1醗dplp)を そ れ ぞ れ キ ャ リア を 加 え
て 再 結 晶 し,比 放 射 能 ∵ 定 のinokosteronetetraacetate(3.5×105dpm/}nmole),ecdy-
steronetriacet3te(1.2×}05dp甲/徹mole>を 得 た 。 そ れ ぞ れ の け 布 化 物 のTLCか ら も
こ れ ら の 事 実 が 裏 づ け ら れ た 。DL二 〔2」4G〕 メ バ ロ ン酸 ラ ク ト ンを 植 物 の 根 へ の 注 入 法,植 物 .
と の 振 盈 法,ホ モ ジ ネ ー ト.との 振 盈 法 に よ り投 与 した が,ヒ ナ タ イ ノ コ ズ チ の 実 生 全 草 の ホ モ ジ.
ネ ー トと め 振 盗 法 に よ る場 合 に の み 成 功 し た 。.す な わ ち,DL一 〔2-14C〕 メ バ ロ ン酸 ラ ク ト ンを
..け タ{ノrズ チ 醗 芽 衡 臼.目の 植 物 全 草 の ホモ ジ ネ 「「トと共 に24翻 振 盈9.・ その 酢 酸 工
勉 エ キ ス.(a8×106dpm)を 前述 購 の 紬 操 作 附 して'η ・k・・t…n・trt・aar・tae画 分
(5
、`×10〃"・m)・ec噌 ・t…n・ 垣ace・ … 醐(1・0×104dpm)を 得 ・.それぞれに キ ・ リア を
加 え て再 結 晶 に付 し,比 放 射 能 一定 のinokosteronetetraacetate(1.2×105dpln/nmoie),
6cdystefonetriacetate(L1×165dpm/nmole)を 得 た 。 そ れぞ れ を けん 化 し,け ん 化物 を
TLCに 付 した結 果,lnokoster6neとecdysteroneと 同 這 の部 位1この み 放 射 活■性 を 認 め た 。
以上 の 事実 か らinokosteroneお よ びeOdysteroneが コ.レステ ロール と メバ ロ ン酸'カ).らそ れぞ
れ 生 合 成 され る こ とが 証 明 きれ た 。、
・..最後 に ∫.ヒナ タ イ ノ コズ チ中 の昆 虫 変態 活性 物 質 の含 量 の生 長 に伴 な う変 化 を ガ ス ク ロマ トグ
ラフ 孝十 によ る定 量 法 を 用 い て 検討 した 。 実 験方 法 と して,植 物 を恒 量 に な る まで乾 燥 』し,そ の
一 定 量 を メ チル エ チル ケ トンで 抽 出 ,メ チル エ チ ル ケ トンエ キ スを 内部基 準 と してponasterQne
Aを 用 い,.、ト リメ チル シ リル 化 して ガ ス ク ロマ トグ ラ フィ ー に付 し,得 られ た ピー クの 面積.か ら
検 量 線 を用 いて 定 量 した 。 まず圃 場 に播 種 した植 物 の播 種 当年 お よび 翌 年 の 植 物 につ いて, .当 年
の 植 物 にっ いて は 発芽 後1ヶ 月 毎 に,翌 年 の植 物 に つ いて は1週 間 毎 に採 取 し,そ れ ぞ れ の 含量
を 蘭 した が ・、.年間 を 通 じて 地上 部 ・ 地下 部 ・.花・果 実 な どの 別 を 問 わ ず ・i・ ・k・・t…n・ ・町
母…6・ ・n・囎 量 ・含 量 比 に 変 イヒは見 殖 な か った ・ さ ら1`・ 渤 の発 芽 ・.生長 期}`は 何 らか
の 変 化 が見 られ るの で はな いか と考 え,フ ァイ ・ト トロ ン中 に播 種 した 植 物 の播 種 後 毎 日採 取 し た.
鋤 の14曲 まで・およびポ・ト峨 培し備 物の発芽後 咽 間『毎に14週 間目まで撒 し.
たものをそれぞ媒 粋 し1そ れぞれの生魍 と趨 を検討したがいず紬 それぞれ『鵠 含
靴 ぐもほぼ一定であ・#・・これらのことからヒナタゴノコズチ中の昆虫雄 灘 物即 牛成は.
植 物 の 生 長 に伴 な って 冗 進 して い るこ とが 明 らか と な った 。 ま た植 物 の 発芽,生 長,開 花,結 実,
休 眠 などの どの時期 において も,器 官に お い て も昆 虫変 態 活 性 物 質 の 含 量,'inokosteroneとecdy-
6.feroneの 含 量 比 に変 化 が見 られ な い こ とか ら,昆 虫 変 態 活 性 物 質 が ヒナ タ イ ノ コズ ≠中で 植 物
ホル モ ンと して 作 用 して い る可 能 性 は な い と考 え られ る 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本謙r著 都 融 変態離 物質の産生がどのような化糊 節殺 け往 合成との関連性をも
っ の か,さ ら にそ れ らの 点 が植 物 の生 長 と い か な る関 係 にあ るの か とい う こ とを解 明す る 目的で
本研 究 を 実 施 して 以 下 の 知見 を 得 た.。
ま ず イノ コズ チ属 植 物 の うち ヒナ タ イ ノ コズ チ.4。んyγα撹 加3∫ 伽 悔 認,.ヒ カゲ イ.ノコズ チオ.
ブαPo疵oα,ハ チ ジ ョウ イ ノ コズ チ.4.ブ 禦o鋭oαvar.ん αoん乞ゴoθπ3加,ヤ ナ ギ イ ノ コズ チ.4.
60π9げo島 α,ム ラサ キ イ ノ コ ズ チ・4.γ助 γo∫払3σα,シ マ イ ノ コズ チオ.o麗%認 〆o薦 αの6種
を 用 い,カ ル ス の誘 導,増 殖,再 分 化,根 の 培 養 に関 す る条 件 を 検 討 し,そ れ ぞ れ の 至適 条 件 を
定 め た。 さ らに そ れ らの培 養 組 織 を 定 性,定 量 に付 した 。 その 結.、果,培 養 組 織 の メ タ ノ ール エ キ
ス は いず れ もセ ンチ ニ クバ エの 蠣 化 試 験 で 活性 を示 し,薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー の 所見 か らinσ 一
kosteronとecdysteroneの 存 在 を 謬 め た 。ま た培 養 組 織 中 の 変 態 活 性 物 質 を ガ ス ク ロマ トグ
ラ フィ ーに付 し た結 果,カ ル ス は正 常植 物 の約1/10乃 至1/を0,培 養 根 で は約1/も の 変態 活 性
物 質 含 量 を 示 した が,inokosteroneとecdysteroneの 含量比 は正 常 植 物 の そ れ と異 な らず,再
分 化 した 植 物で は質 的,量 的 に正 常 植 物 の そ れ と同様 で あ った 。 これ らの こ とか ら培 養 組 織 は活
性 物 質 の生 合 成 能 を 有 す る.こと,培 養 条 件 に よ る化 学 調 節 を 受 け な い こ と,脱 分 化 に よ って 一 旦
低 下 した 活性 物 質 産 生 能 が 再 分 化 によ り回復 す るこ と が判 明 し た。
次 に,〔4-14C〕.コ レステ リン,.〔2-14C〕 メバ ロ ン酸 ラ ク トンを 種 々の投 与 方 法 を用 い て投
与 し,ト レーサ ー実 験 を 行 な い,ヒ ナ タイ ノ コズ チの 実 生 全 草 との 振盈 法 に よ'り コ レ ス テ リン
(3.7×107dpm)を 投 与 して抽 出 単離 操 作 に付 し,比 放 射 能 が 一 定 のinokosteronetetraace-
tate(3.5×105dpm/inmoIe)とecdysteronetriacetate(1.2×105dpm/金nmole>ヒ ナ タ
イ ノ コズ チ実 生 全 草 の ホモ ジネ ー トと振 盈 し,比 放 射 能 一 定 のinokosteナon6tetraacetate
(1.2×105dpm/nmole)とecdysteronetriacetate(1.1×105dpm/mmole)を 得 た こ と か
ら メバ ロ ン酸 お よび コ レステ リンか らinokosteroneお よびecdysteroneへ の生合成を証 明 した』
ま た,栽 培 中の ヒナ タ イ ノ コズ チ の変 態 活 性 物 質 の 季 節 的 変 化 を ガ ス ク ロマ.トグ ラ フ ィごで 定
量 した結 果,発 芽,生 長,開 花,休 眠 の客 期 を 通 じて含 量 な ら び に成 分 比 に差異 が認 め られ な か.
った 。
以上の結果を論述した本論支は学位論文として価値あるものと認められる。
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